肿瘤治疗包括手术、化疗、放疗、靶向治疗以及生物治疗等。化疗能抑制恶性肿瘤的生长和发展，并在一定程度上杀死肿瘤细胞。但是，目前常用的化疗药物均缺乏特异性，往往在抑制肿瘤的同时对机体增殖旺盛的细胞，如骨髓细胞、肠上皮细胞、生殖细胞及中枢神经系统细胞有一定的影响；有些药物还对肝、肾、心功能有损伤，少数药物还对皮肤及其附件、肺、内分泌系统有不同程度的损伤；此外，多数抗肿瘤药物都有免疫抑制作用，有潜在的致畸和致癌作用。

Tuftsin是IgG分子Fc段降解产生的由四个氨基酸组成的一段生理肽（Thr-Lys-Pro-Arg, TKPP）^\[[@b1]\]^，被人们认知及研究已有40多年，文献^\[[@b2],\ [@b3]\]^证实Tuftsin在体内具有显著的抗肿瘤活性，可以通过巨噬细胞广泛作用于人体的免疫系统，而且毒性较低。但是合成的Tuftsin一直难以应用于临床。首先，合成的Tuftsin由于蛋白酶的水解作用，其体内半衰期仅有0.27 h，进入体内后很快被水解，难以发挥作用。因此阻碍了其在抗肿瘤领域的应用。T肽是Tuftsin的衍生物，与Tuftsin具有相似的生物学功能，但在药代动力学上优于Tuftsin。其化学结构为（TKPR），分子量2, 516。研究^\[[@b4]\]^表明，T肽表现出了比较明显的肿瘤抑制作用和较小的毒副作用。目前，T肽广泛用于多种恶性肿瘤术后抗肿瘤治疗，主要是通过提高肿瘤患者自身免疫力而达到抗肿瘤的作用。

铂类化疗药广泛用于各类肿瘤的治疗中，主要是通过破坏DNA的复制抑制细胞增殖。由于铂类药物对DNA合成的破坏作用是非特异性的，因此在破坏肿瘤细胞复制的同时会对增殖活跃的骨髓干细胞有一定抑制作用。基于T肽具有促进巨噬细胞分化增殖的作用，本研究探讨T肽能否与铂类化疗药物产生协同作用，增强化疗药的抗肿瘤作用，减轻化疗药物的毒副作用，并对其机制进行初步探讨。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 细胞培养和材料 {#s1-1}
-------------------

人U937巨噬细胞株购于中科院细胞库，培养于10 cm培养皿，37 ℃、5%CO~2~饱和湿度的培养箱中，培养基为含10%胎牛血清的RPMI 1640培养基。T肽，白色冻干粉末，纯度 \> 98%、0.9%NaCl稀释至1 mg/mL，分装成200 μL后储蓄在-20 ℃冰箱备用。顺铂白色粉末，用0.9%NaCl稀释后分装备用。肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α, TNF-α）和干扰素-γ（interferon-γ, IFN-γ）的酶联免疫吸附剂测定（enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA）检测试剂盒购于上海博谷公司。CD14、F4/80抗体均购于BD公司。

1.2. T肽对巨噬细胞细胞因子分泌作用的研究 {#s1-2}
----------------------------------------

U937巨噬细胞常规培养、传代后进行实验。实验分为4组：顺铂组以5 μg/mL处理细胞，T肽组以浓度为400 μmol T肽处理细胞，以及T肽+顺铂组（T肽400 μmol，顺铂5 μg/mL），对照组为0.9%NaCl。处理72 h后收集细胞上清液，应用ELISA方法检测不同处理组细胞因子TNF-α和IFN-γ的变化情况。ELISA实验按照说明书步骤进行。

1.3. 肺癌移植瘤模型探讨T肽联合顺铂对肿瘤生长的作用 {#s1-3}
--------------------------------------------------

人鳞癌小鼠模型的建立及分组：新鲜人肺鳞癌组织，剪碎，接种于1只-3只裸鼠右侧后肢皮下，使其成瘤。3周后，在无菌条件下分离出肿瘤组织。打碎肿瘤组织后植入40只小鼠左前肢皮下。肿瘤体积达到200 mm^3^-300 mm^3^时入组。分组：A组（T肽）、B组（T肽+顺铂）、C组（顺铂）、D组（control）。药物：实验期间每隔5天给药一次，共给药3次。浓度、给药途径及用药剂量见[表 1](#Table1){ref-type="table"}。本实验数据处理以《细胞毒类抗肿瘤药物非临床研究技术指导原则》和《抗肿瘤药效学指导原则讨论稿》为指导进行数据处理。肿瘤体积计算：V=L^\*^W^2^/2（V=肿瘤体积，L=长径，W=短径）；肿瘤生长抑制率（瘤重）=（空白对照组瘤重-给药组瘤重）/空白对照组瘤重^\*^100%，肿瘤生长抑制率（体积）=（空白对照组体积-给药组体积）/空白对照组体积^\*^100%^\[[@b1]\]^。

1.4. 流式细胞技术（fluorescence activated sorter, FACs）检测小鼠血中巨噬细胞变化 {#s1-4}
--------------------------------------------------------------------------------

毛细管蘸抗凝剂取鼠尾血20 μL，加入含500 μL PBS的EP管中，混悬细胞，防止凝集。1, 500 rpm离心4 min，去上清。每管加入300 μL红细胞裂解液，轻轻吹打混匀，裂解10 min。加入500 μL PBS，混匀，1, 500 rpm，4 ℃离心4 min，弃红色上清。加入100 μL Binding buffer重悬细胞沉淀，加入CD14-FITC及F4/80-PE抗体各1 μg，避光孵育20 min，1 500 rpm离心4 min，加入300 μL PBS重悬，上机检测。

1.5. 免疫组化检测小鼠瘤块中Ki67表达 {#s1-5}
-----------------------------------

处死小鼠后无菌条件下分离瘤块，常规石蜡包埋切片，常规切片，用兔抗鼠Ki67单克隆抗体，采用ABC法、DAB显色，苏木精复染。常规光镜检测Ki67的表达情况。以细胞核出现棕黄色颗粒为阳性，随机读取10个高倍视野，共计数1, 000个细胞，以Ki67阳性细胞所占百分数作Ki67指数，以评估Ki67表达水平。染色后显微镜下观察照相。Ki67阳性表达为细胞胞核上呈现棕黄色颗粒；分别对镜下阳性细胞的百分比和染色强度给予评分。阳性着色细胞数：阳性细胞数 \< 5%为0分，5%-25%为1分，26%-50%为2分，51%-75%为3分，76%-100%为4分。阳性着色强度：无色为0分，淡黄色为1分，棕黄色为2分，棕褐色为3分。两者计分相乘即为阳性等级：0分为阴性（-），1分-4分为弱阳性（+），5分-8分为阳性（++），9分-12分为强阳性（+++）^\[[@b5]-[@b7]\]^。

1.6. 统计学方法 {#s1-6}
---------------

采用SPSS 13.0统计分析软件和Excel软件进行统计学分析，组间差异比较采用*t*检验和单因素方差分析法（*ANOVA*）分析ELISA、细胞流式术、各组间小鼠肿瘤体积变化，*P* \< 0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. ELISA法检测细胞因子TNF-α、IFN-γ分泌结果 {#s2-1}
--------------------------------------------

在T肽组和T肽联合顺铂组中，U937细胞培养上清液中TNF-α及IFN-γ浓度明显高于对照组和顺铂组，且各组间差异具有统计学意义。T肽联合顺铂组、T肽组*vs*对照组、顺铂组TNF-α：\[72 h: (54.10±3.98) μmol/L, (28.70±5.19) μmol/L *vs* (3.19±1.13) μmol/L, (1.83±0.74) μmol/L, *P* \< 0.05\]；IFN-γ\[72 h: (147.23±8.79) μmol/L, (66.75±5.74) μmol/L *vs* (2.54±0.99) μmol/L, (1.90±0.74) μmol/L, *P* \< 0.05\]。实验结果表明T肽具有促进巨噬细胞分泌肿瘤杀伤因子TNF-α、IFN-γ的作用，而且表明T肽能够减弱顺铂对巨噬细胞分泌细胞因子的抑制作用（[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}）。

![T肽对U937细胞分泌细胞因子TNF-*α*和IFN-*γ*的作用研究。不同处理组在72 h后，细胞培养上清液中TNF-*α*、IFN-*γ*浓度的变化情况。^\*^*P* \< 0.05\
The concentration of TNF-*α* and IFN-*γ* of U937 cells treated with T piptide and/or cis-platinum after 72 h. ^\*^*P* \< 0.05. TNF-*α*: tumor necrosis factor-*α*; IFN-*γ*: interferon-*γ*.](zgfazz-20-2-73-1){#Figure1}

2.2. 用药后小鼠体重及移植瘤生长结果 {#s2-2}
-----------------------------------

结果显示T肽联合顺铂组对人鳞癌移植瘤生长抑制率优于顺铂组和T肽组（分别为92% *vs* 84%，*P* \< 0.05；92% *vs* 48%，*P* \< 0.05）（[表 1](#Table1){ref-type="table"}）。此外，本实验期间顺铂组有3只小鼠死亡，其余组未见急性中毒反应。本实验通过记录实验期间各组小鼠体重描绘出体重变化曲线，从曲线中可以观察到T肽联合顺铂组、T肽组与对照组体重在实验期间变化不大，而单纯顺铂组小鼠体重呈现下降趋势（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}，[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}）。

###### 

T肽在小鼠移植瘤模型中的肿瘤抑制作用

Anti-tumor activity of T peptide in exnograft mice model

  Group   Route   Survival rate   Weight before treatment   Weight after treatment   Tumor weight   Tumor volume     Tumor inhibition rate
  ------- ------- --------------- ------------------------- ------------------------ -------------- ---------------- -----------------------
  A       iH      100%            16.99±0.13                19.06±0.11               0.93±0.18      340.20±62        48%
  B       iH/ip   100%            16.86±0.06                19.00±0.08               1.79±0.82      1, 620.93±64.6   \-
  C       iH/ip   100%            17.68±0.09                19.02±0.04               0.14±0.05      129.60±55.21     92%
  D       ip      70%             17.74±0.04                15.32±0.02               0.28±0.03      263.28±48.21     84%

![荷瘤小鼠模型以T肽和/或顺铂处理期间肿瘤体积及小鼠体重变化。A：小鼠肿瘤体积变化；B：用药期间小鼠体重变化情况。^\*^*P* \< 0.05。\
The tumor volume and weight of exnograft mice when treated with T peptide and/or cis-platinum. A: The tumor volume were measured during the treatment. B: The mice weight were measured during the treatment. ^\*^*P* \< 0.05.](zgfazz-20-2-73-2){#Figure2}

![移植瘤小鼠模型用药后各组瘤块重量及ki67表达情况。A：荷瘤小鼠模型试验结束各组瘤块重量；B：各组瘤块免疫组化Ki-67染色表达率. a：T peptide；b：control；c：T peptide +cis-platinum；d：cisplatinum；^\*^*P* \< 0.05。\
The tumor weight and Ki67 expression rate of Exnograft mice. A: The mice were sacrificed and tumors were removed and weighted; B: Immunohistochemistry assay for detectingthe proliferation marker Ki-67 in xenograft tumor sections. Representative microscopic images showing Ki-67-positive cells in each group. a: T peptide; b: control; c: T peptide+cis-platinum; d: cisplatinum. ^\*^*P* \< 0.05.](zgfazz-20-2-73-3){#Figure3}

2.3. Ki67免疫组化结果 {#s2-3}
---------------------

试验结束时，取出小鼠体内肿瘤进一步应用免疫组化分析发现，各组中肿瘤组织Ki67评分分别为T肽组*vs* Control组*vs* T肽+顺铂组*vs*顺铂组（++, +++, +, +）（[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}）。

2.4. 细胞流式结果 {#s2-4}
-----------------

实验收集用药期间小鼠尾静脉血观察T肽在小鼠移植瘤模型中对外周血巨噬细胞数量的影响。结果显示联合用药组小鼠尾静脉血中巨噬细胞比例明显增高。T肽联合顺铂组*vs* T肽组*vs*顺铂组*vs*对照组Day 1：\[(2.24%±0.96%) *vs* (2.31%+0.77%) *vs* (2.29%±0.63%)*vs* (2.32%±0.51%)\]、Day 15：\[(11.69%±1.10%) *vs* (7.19%±0.99%) *vs* (0.62%±0.13%) *vs* (2.43%±0.77%)\]（*P* \< 0.05）（[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}）。

![荷瘤小鼠模型以T肽和/或顺铂处理，外周血巨噬细胞的变化。A：用药期间各组小鼠外周血巨噬细胞变化曲线；B：用药周期结束时各组小鼠中随机抽取一只小鼠外周血巨噬细胞流式图。a：T peptide；b：control；c：T peptide+cis-platinum；d：cisplatinum。^\*^*P* \< 0.05。\
The percentages of in were measured by FACS. A: The curve of exnograft mice peripheral blood macrophages during medication. B: Randomly selected flow cytometry of each group at the end of medication. a: T peptide; b: control; c: T peptide +cis-platinum; d: cisplatinum. ^\*^*P* \< 0.05.](zgfazz-20-2-73-4){#Figure4}

3. 讨论 {#s3}
=======

T肽是Tuftsin的衍生物，Tuftsin是机体脾脏生成的一段生理活性肽，其基本功能是刺激巨噬细胞分泌细胞因子和巨噬细胞增殖。Tuftsin不能直接杀伤肿瘤细胞，但可以通过提高机体自身免疫力，增强效应细胞细胞毒性间接加强对肿瘤杀伤效应。早期研究认为肿瘤抗原的加工呈递主要由树突状细胞介导，巨噬细胞主要加工呈递外源性病原体抗原。2012年，Barrio等^\[[@b8]\]^通过研究黑色素瘤细胞发现巨噬细胞能够加工呈递黑色素瘤特异性抗原给T细胞从而激发机体特异性抗肿瘤免疫应答。巨噬细胞杀伤肿瘤细胞主要是通过抗原呈递和分泌具有肿瘤杀伤作用的细胞因子。巨噬细胞通过肿瘤抗原呈递激活上调T细胞和B细胞的MHC-II表达，导致CD4+T细胞反应性提高，从而促进诱导T细胞的增生以及活化细胞毒性T淋巴细胞，杀灭肿瘤细胞。在II期临床试验中发现Tuftsin单独用于早期肿瘤患者治疗效果并不理想^\[[@b9]\]^，但与化疗药物联合使用对小细胞肺癌的治疗效果非常显著^\[[@b10]\]^。由于其生物活性低，在体内易于水解失效，在此基础上合成其衍生物T肽，T肽具有更高的生物活性。T肽拥有4个Tuftsin样结构，体内药物代谢研究表明，T肽在体内的半衰期约2 h-4 h，与Tuftsin在体内2.8 h^\[[@b11]\]^的半衰期相比，明显增强了生物活性。

T肽基本功能与Tuftsin相似，主要效应细胞是巨噬细胞。在抗肿瘤免疫调节中巨噬细胞具有重要的地位，可直接或者通过呈递肿瘤相关抗原诱导机体免疫应答杀伤肿瘤细胞。目前肿瘤间质中存在肿瘤相关巨噬细胞（tumor associated macrophages, TAM）在肿瘤微环境的调控下可以变换表型，演变为抑制肿瘤生长的M1型或促进肿瘤生长的M2型^\[[@b12],\ [@b13]\]^。相关研究^\[[@b14]\]^表明T肽可以结合巨噬细胞表面的特异性抗体，激活NF-қB信号通路，增强巨噬细胞的吞噬功能同时介导巨噬细胞向M1型巨噬细胞转化，促进Th1相关的细胞因子，如TNF-α、IL-12、IFN-γ等。在巨噬细胞分泌细胞因子中TNF-α、IFN-γ是巨噬细胞分泌的具有抗肿瘤效果的主要细胞因子，TNF-α是一种具有多种生物活性的细胞因子，可引起肿瘤细胞凋亡^\[[@b15]\]^，只有活化的巨噬细胞才具有分泌细胞因子的作用。已有研究证实T肽具有激活巨噬细胞并促进巨噬细胞分泌细胞因子，本实验也证实T肽联合顺铂后细胞因子TNF-α、IFN-γ分泌明显高于其他三组。

在小鼠移植瘤实验结果显示T肽与顺铂联合用药组肿瘤抑制作用优于其他三组的同时，小鼠一般情况好，未见顺铂引起的严重毒性反应。用药期间流式检测结果提示联合用药组小鼠外周血中活化巨噬细胞明显高于顺铂单药组。对比顺铂单药组与联合用药组，联合用药组对巨噬细胞的活化作用明显强于顺铂单药组，这可能与T肽刺激单核细胞向巨噬细胞分化并活化巨噬细胞有关。T肽作为化疗辅助用药，不仅能提高化疗对肿瘤细胞的杀伤作用的同时还可以增强免疫功能减少化疗对正常免疫细胞的毒副作用。

在临床肿瘤治疗中，通常采用手术切除肿瘤后辅助放化疗。但是手术仅解决肉眼可见的实体瘤，一些微小病灶或手术操作中掉落的肿瘤细胞并无法通过手术根除。由于肿瘤患者一般状态较差并且手术对机体造成二次创伤，大部分术后短期内无法使用化疗药物。因此防止术后肿瘤转移复发成为肿瘤术后的难题。在术后与第一次化疗治疗期间的空窗期为肿瘤二次生长及远处转移创造机会。因为T肽具有调节机体免疫状态，通过巨噬细胞增强机体对肿瘤细胞的杀伤作用。介于T肽具有通过调节自身免疫间接杀伤肿瘤细胞，我们认为可能早期在术后使用T肽可以减少术后肿瘤细胞生长及远处转移的风险，患者是否可以获益仍需要更多临床试验验证。

本实验结果显示，T肽能够促进巨噬细胞增殖和提高其分泌肿瘤细胞杀伤因子（TNF-α、IFN-γ）；在体外动物模型中，T肽能够与化疗药物产生协同作用，提高化疗药物如顺铂的疗效，同时能够减轻化疗药物的毒副作用。
